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ヒ ト肝細胞痛 の染色体 D N A中に ， 高頻度に ， ヒ ト B 塾肝炎ウイ ル ス くhepatitis B viru s， H B VI
D N Aの 組み 込 み が 証明され る事実 は， H B VD N Aの 組 み込 み と発癌 と の関連 を強く示 唆する も の と考 え
られ て い る． H B Vに類似 した ゲ ノ ム 構造 を有す る ヘ パ ド ナ ウイ ル ス に 属 し， 最 も発癌性が高い ウ ッ ド
チ ャ ッ ク肝 炎ウイ ル ス くw oodchu ck hepatitis viru s， W H Vl に よ る肝細胞癌発生機構の解析 は， H B V
に よ る ヒ ト肝細胞癌発生の 解析 の 格好の モ デ ル 系と考 えられ て い る． ウ ッ ドチ ャ ック肝細胞癌由来培養細
胞株 くW H 257 G ElOl で は染色体異常 く36， X， －5， － 13， － 13， －Y， ＋M．， ＋M 21 が存在す る こ とが す
で に報 告され て い るが， 今回 ， W H 257 G E lOに お け る W H V DN Aの染色体上 の組み込 み部位 につ い て
ォ乃 5言古祝 ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン法 を用い て解析 した． ウ ッ ドチ ャ ッ ク染色体に て初め て決定され た標準
Gバ ン ド パ タ ー ン 模式図お い て， 3H くトリ チ ウムン標識 W H V D N A の局在部位 を同定 した． その 結果，
w H 257 G ElOで は， 第 6染色体長腕部 3－3領域 く6q331 と第 8染色体長腕部 3－1領域 く8q31 の 2箇所 に
W H V D N Aの 組み込 みが認 め られ た． さ らに ， W H V D N A の染色体上 の 組 み込 み部位は， 解析さ れ た
継代期間 を通 して 一 定で あ っ た こ とか ら， W HV D NA の組み込 みが ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝細胞癌の発生に 関
与 し， 組み 込 まれ た W H V D N A が癌細胞 と して の 性質の維持に 何 らか の役割を果た して い る可能性が推
測さ れ た．
Key w o rds w o odchu ck hepatitis vir u sくW H Vl， hepato celula r c ar cin o m a，
chr o m os o m al abn or m alities， in siiu hybridiz atio n，Chr o m os o m al
sites of W H V D N A integration
ヒ ト B 肝炎ウイ ル ス くhepatitis B viru s， H B Vl 感
染と ヒ ト肝細胞痛の 発生 との 間に は， 疫学的 に 密接な
関連が存在す る こ とが 知られ て い るり． 近年， ヒ ト肝細
胞癌の 染色体 D N Aに H B V D NA が高率に 組 み込 ま
れて い る と い う 報告が な さ れ， H B V D N Aの 組 み込 み
が肝細胞癌 の 発生 に 重要な役割 を果し て い る と考 え ら
れる よう に な っ た2ト引 ． しか し， H B V がヒ ト， チ ン パ
ン ジ ー な どの 特定の 宿主 に しか 感染 しな い こ と や， ウ
イル ス ゲ ノ ム 中に癌遺伝子 が 同定さ れ て い な い こ とか
ら， H B V と肝細胞癌の 発生と の 関連性 を直接的 に証
明す る こ とは極 めて 困難 で あ る． 1980年代後半か ら，
H B V と極めて 類似 した粒子構造， ゲ ノ ム 構造 を有す
る ウイ ル ス が 各種動物 よ り単離さ れ， へ パ ドナ ウイ ル
ス と し て 分類さ れ た． ウ ッ ド チ ャ ック くw o odchu ckニ
A ね7 間 0ぬ 別0 乃 必う に は へ パ ド ナ ウイ ル ス に 属 す る
ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎 ウイ ル ス くw o odchu ck hepatitis
viru S， W H Vlが 高率 に 持続感染 し， W H V陽性の ウ ッ
ドチ ャ ッ ク で は， 比較的短期間 に 極めて高率に 肝細胞
痛が発生す る こ とが 明らか に され て い る． しか も ， そ
の 寿命が ヒ トの 約十分の － と短 く， 発癌 まで の 全過程
を短 期間に 観察 で き る利点 を も つ こ と か ら， ウ ッ ド
チ ャ ッ ク は H B V関連 ヒ ト肝細胞癌の 発生機序解明 に
A bbr eviation s ニbp， basepairs三 H B V， Hepatitis B viru s三 S S C， Stadard s alin e citrate芸
W H V
， W o odchu ck hepatitis vir us．
352 水
と っ て格好の実験 モ デ ル と な っ た7I． ウ ッ ドチ ャ ッ ク
正 常細胞 お よ び Un o u r aら81に よ っ て 樹立 され た ウ ッ
ドチ ャ ッ ク肝細胞痛培養株 くW H 257 G E lOl の 染色体
構成 は， Matsu shita ら9Iに よ り GJベ ン ド法 を用い て 初
めて解析さ れ， W B 257 G ElOで は染色体異常が存在 す
る こ とが 明ら か と な り， ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝細胞癌に お
ける発癌機構 に 染色体異常が関与 して い る可能性が示
唆さ れた． ま た Ka n eko ら1 0りこよ れ ば， W H 257 G ElO
で は少な く と も 3箇所 に W H V D N A の組 み込 み が認
め られ る と さ れ て お り， そ の 他 の 報 告で も， ウ ッ ド
チ ャ ック に お け る肝細胞癌発生に つ い て は ， H B V関
連 ヒ ト肝細胞癌 の 場合 と 同様， 肝 細胞 D N Aへ の
W H V の組 み込 み が そ の 最も 直接的な機序 と考 え ら
れ て い る1 1H 即
今 回， 著者は， 玩 裏地 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法を
用い て， W H 257 G E lOに お け る W H V D N A の染色
体上の組み込 み部位を明 ら か に した．
材料お よ び方法
工
． 染色体棟本の 作製お よ び染色体解析
正常細胞 と して は雄 ウ ッ ドチ ャ ッ ク 初代腎培養細
胞， 肝癌細胞 と して は Un o u raら8りこよ っ て 樹立 さ れ
た ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝細胞癌由来培養細胞株 くW H 257
G ElOを用 い ， Mats u shita ら
91の 方法碇 準 じ， トリ プ
シ ン ． ギム ザ ． バ ン ド法 くG バ ン ド法う に よ っ て 染色
体模本 を作製 し， 染色体核塾 を解析 した ． ウ ッ ド チ ャ ッ
ク初代腎培養細胞 お よ び W H 257 G ElOに お い て，
個々 の 染色体 に つ い て そ の G－ バ ン ドパ タ ー ン の マ ッ
ピ ン グを行 い ， 染色体の 標準分染 パ タ ー ン の 模式図を
作製 した． 染色体の 標準 バ ン ド パ タ ー ン模式図 は， 漉
染 Gバ ン ド を模式図の 黒色 バ ン ド に ， 淡染 G一 バ ン ド
を模式図の白色 バ ン ド にそ れ ぞれ 対応さ せ た． また ，
模式図の サ ブ バ ン ド く領域番号， バ ン ド番号1 の命名
は， 分染法 に よ る ヒ ト染色体命名規約 用 に 基 づ い て
行っ た ．
H ． 玩 引地 ハ イ プリ ダ イゼ ー シ ョ ン法14J
l ． 染色体標本の 前処置
まず， W H 257 G ElOに つ い て G． バ ン ド標本 を作製
し， 写真撮影 を行な っ た ． つ い で， こ の標本 を 1％塩
酸 － 99％ エ タ ノ ー ル 液 に て脱色後， 室温に て乾燥さ せ
た
．
次 に 試料細胞中に存在 す る R N Aを除 く た め，
R Na seA く100JLgJ
，
mlHSigm a， 米国l に て 37
C
C， 60
分間処理 し，0．3 M境化ナ トリ ウム ー 0 ．03 M クエ ン 酸
ナ ト リ ウ ム くpH 7．0巨溶液 く2 X sta nda rd salin e
Citrate， 2 XS S Clに て 2回 洗浄後， 7 0％ エ タ ノ ー ル に
て 2 回， 10％ エ タ ノ ー ル に て 1回洗浄 し， 室温 に て乾
燥させ た． さ ら に， 染色体 D N Aを変性さ せ る た め，
野
70％ホ ル ム ア ミ ド ー 2 xS S C溶 液 くpH 7．Ol に て
70
0
C． 3分 間熱処理 し， 水 冷した 0．015 M塩化ナトリ
ウ ム ー 0■00 15 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 く0．1x
SSClに て 急冷後， エ タ ノ ー ル に て洗 浄 し， 室温 に て 乾
燥 させ た
．
2 ． プ ロ ー ブ D N Aの 作製
プ ラ ス ミ ド pB R 325の Ec oRIsite に 組 み込 まれ た
3320 ba sepair sくbpl の W H V全ゲ ノ ム ． W HV 215，
を ニ ッ タ ． トラ ン ス レ ー シ ョ ン 法相 に よ り， 3H －4d N TP
を用 い て標識 し， ブ ロ ー プと した
．
プ ロ ー ブ の比 活性
は約 1 ん 2 XlO8cpmlJLg D N Aで あ っ た ． ブ ロ ー プ
D N Aは， 室温 に て 0．2 N NaO Hで 15分間ア ル カ リ変
性 を行 い ， 次い で 2 MTris． H ClくpH 7．Ol に て中和
処理 した． さ ら に， 0．3 M NaCl， 60 m M Tris ． HCl
くpH 7．Ol， X 5 De nha rdt溶 液 く0．1％ ウ シ 血 清 ア ル
ブ ミ ン く生化学工業株式会社， 東京う，0．1％ポ リ ビニ ー
ル ピ ロ リ ド ン くSigm a， 米 国1， 0．1％フ ィ コ ー ル く
Sigm a， 米国H，10％硫酸デ キ ス トラ ン， 1 m M ED T A，
250JLglml変 性 仔 牛 胸 腺 D N AくBo ehringe r．
Ma n nheim ， 西 ドイ ツl， 50％ホル ム ア ミ ドか ら なる ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン溶液 と ゆ っ く り浪合 した．
3 ． プ ロ ー ブ D N A との ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
ス ライ ドグ ラ ス の 試料 の 上 に プ ロ ー ブ D N Aを含ん
だ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 を滴下 ほ0声1ノス ライ
ド グ ラスう し， シ リ コ ン 処理 を した カ バ ー グラス を滴
下 した 溶液の 上 に そ っ と の せ ， 湿気 の あ る ス ラ イ ド
ケ ー ス の 中に 入 れ ， 密封 し た後 ，420C に て 14時間ハ イ
プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． その 後， 50％ホ ル ム ア
ミ ド ー 2 XS S C溶液中に ， ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン の
反 応の終 わ っ た ス ライ ドグラ ス を浸 し， カ バ ー グラ ス
をは ず した． 次 に ， 50％ホ ル ム ア ミ ドー2 xS SC 溶液
に て 39
0
C ． 5 分 間の 洗 浄 を 2 回行 い ， 洗浄 液 を2 x
SS Cに か えて 39
O
C． 5分間の 洗浄を 2 回行 っ た ． さら
に 2 XS S C溶液 に て 30OC， 60分間ずつ ， 3回 洗浄 した
後， 70％， 100％ エ タ ノ ー ル に て 脱水 し， 室温に て乾燥
させ た ．
4 ． オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ ー
暗室で ， あら か じめ 45
0
C に加温 した 蒸留水 に 対し，
等量の サ ク ラ N R－M 2く小 西六 写真工業駅 ， 東副 を加
え く通常， 蒸留水10mlに 対 し等量の N R． M 2 を加え
るう， か く はん し， 塗 布周 の乳剤と した． こ の 乳剤に ス
ライ ドグ ラ ス を浸す こ と に よ り， 試料の表面 に 乳剤を
塗布 し， 風乾 させ た後， シ リ カ ゲ ル の 入 っ た暗箱に 入
れ 密封 し， － 700C に て 21 日 間 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ イ ー を行 っ た ． 次 に ， ス ライ ドグ ラ ス 上 の 乳剤フ イ
ル ム を 20
0
C に て コ ニ ド ー ル X く小西 六写真工業駅フ














































































































































































































































































































































































































































































































































































































W o odchu ck 肝癌培養株染色体上 の W H V D N Aの 局在部位
安全光に て フ イ ル ム が 透明 に な っ て い る こと を確認 し
た後， 軽 く水洗 し， 再び ギ ム ザ染色 を行 い ， 顕微鏡下
に て銀粒子 の 染色体上 の 局在部位 を観察 した． 銀粒子
の 染色体上 の 局在部位 は ， 才乃 S加 ハ イ プ リ グイ ゼ
ー
シ ョ ン を行 う前 に あ らか じ め写真撮影 を し て お い た
G一 バ ン ド染色体領域に ， 顕微鏡下 で プ ロ ッ トす る こ と
によ り同定し た． 玩 裏地 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に
ょる解析は ， 第 14， 27， 35， 49代目 の 培養細胞株 を用
い ， 計 160個の 分 裂中期核板 くm etapha s eplatelに つ
い て行 っ た ． ハ プ ロ イ ド ゲ ノ ム の 割合 く％ of haploid
ge n o m el は ， 観 察 し た 分裂中期核板 くm etapha s e
platelに お い て ， 個 々 の 染色体の 短 腕部 くpl， 長腕部
くqう の 長 さ を計測 し， そ の 平均値 を染色体全体の 長さ
の平均値 で 除 し， 百分率に て表現した ．
11工． 統計学的処理
ズ
2 検定を用 い て 行 っ た ．
成 績
I ． 染色体 の 核型 解析お よ び染色体の 標 準 バ ン ドパ
タ ー ン 模式図と の 比較対応
雄 ウ ッ ド チ ャ ッ ク初代腎培養細胞 く正常細胞うで は ，
常染色体 は中部着糸型 くm eta ce ntricl あ る い は 次中
部着糸型 くsubm eta c entricl の染色体 に よ り構成 され
る No ．1 か ら13 まで の 13対 くA 群う と， 端部者糸型
くtelo c e ntricl あ る い は次端部着糸型 くsubtelo c entric
l の染色体 に よ り構成 され る No ．14か ら 18 ま での 5
対 ほ 群1の 計36本で ， 性染色体 は， 大型 の 次中部着
糸型 くsubm eta c e ntriclの 染色体 X と小型 の端部着糸
型 くtelo c e ntriclの 染色体 Y とに よ っ て 構成 され て い
た く図1う．
W H257G ElO では， 染色体数は 36本 で ， 常染色体
で は No． 5 が 1本， No ．13 が1対 く2本う， 性染色体で
は Y が欠失 し， さ ら に 2 本 の 次 端部着糸型 くs ub－
telo c entricl マ ー カ ー 染色体 くMl， M 21 が 出現し て い
た．
Ml は M 2 の 長腕部末端に 染色体断片 が付着 した 形
態を示 して い た く図2う．
H
． Z乃 S才ねg ハ イプ リ ダ イゼ ー シ ョ ン
才乃 Sオf祝 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り W H 257
GEl Oの 分裂中期染色体上 に 認め ら れ た銀粒 子 の 分布
を表 1 に示 した． No ．1か ら M 2 ま で の 個 々 の 染色体
にお け る銀粒子数の 観測値と期待値と の 間で ， ズ2検定
を行 っ た ． 第 6染色体短腕部 く6pうで は， 期待値 24に
対し観測 値 は35， 第 6染色体長腕部 く6qうで は， 期待
値32に 対 し観測値 は 75， さ ら に 第 8 染色体短腕部
はか で は， 期待値 26に 対し観測値 は 46， 第 8染色体
長腕部 く8qう で は， 期待値30に対 し観測値 は 95で あ
35
り， これ ら の 観測値 は統計学的に有意で あ っ た く6p で
は危険度0．05へ 0．01 であ っ た が， 6q，8p， 的 で は危険
度10
－ 3 以 下と 高い 有意差を認 め た1． そ の他の 染色体
で は銀粒子 の 有意な集積は認 めら れな か っ た ．
ま た， 分裂中期染色体 G バ ン ド領域に お ける銀粒子
の 分 布 で は， 160偶 の 分 裂中期核 板 くm etapha s e
platelに つ い て観測さ れた全銀粒子数 1，227の う ち，
第6染色体 に は 110個 く9．0％フ， 第8染色体に は 141
個 く11 ．5％う の 銀粒子 の集積が認め られ た く図 3， 表
い
．
さ らに ， 6q と 8q の 特定の サブ バ ン ド領域に 銀粒
子集積の ピ ー ク が認 めら れた く図3う． こ れ に 対 して ，
銀粒子 数の観測値 が期待値 よ り高値 を示 した そ の 他の
染色体 く2p，q， 3q， 7p， q， 9p， q， 10p，q， 11p，q，14， 1鋸
で は ， 特定の サ ブ バ ン ド領域 へ の銀粒子 の集積 は認め
られ な か っ た く図 3， 表 1う．
次 に， 銀粒子 の 有意な集積が認め られ た第6染色体
と第 8染色体に つ い て ， G バ ン ディ ン グと その 模式図
を対応させ ， サ ブ バ ン ド領域に お ける銀粒子 の 分布 を
図4 に示 した． 第6染色体 で は，110個 の 銀粒子 の う ち
55個 く50．0％1 が 長腕部3－3領域 く6q331 に 集積 し，
第 8 染 色 体 で は ， 141個 の 銀 粒 子 の う ち 71個
く50．4％1が 長腕部 3－1 領域 く8q31 に集積 して い た ．
その 他 の サ ブ バ ン ド領域で は い ずれも銀粒子 の 集積 は
10個以下 で あ っ た ．
以 上 の 知見よ り， W H 257 G ElO では， 第 6染色体長
腕部3－3領 域 く6q33ン と 第 8 染色体長腕部 3－1領 域
く8q31 の 2箇所に ， W H V D N A が組み込 まれ て い る
と結論さ れた ．
なお 以上 の 成績 は第 14， 2 7， 35， 49代の それ ぞれ の
培養細胞株 に つ い て の 成績 を総合 した もの で あ るが ，
個々 の 成 績 に つ い て も 同様 に ， 6q33 と 8q31へ の
W H V D N A の組み込 み が認め られ て お り， W H 257
G ElOに お ける W H VD NA の 染色体上 の組み込 み部
位 は， 解析さ れ た継代期間を通 して 一 定で ある と考 え
られ た．
考 察
B B V感染と ヒ ト肝細胞痛 の 発生 は， 疫学的に 密接
な関連 を有 し て い る こ と が知ら れ て い る ． 最近の 分子
生物学的研究手法の 著 しい 進歩に よ っ て， W H VD N A
が肝細胞癌の 染色体 D N Aに 高率に 組み込 まれ て い る
こ とが 明らか に さ れ ， H B V その も の が ヒ ト肝細胞癌
発生 に 関し て 直接的 な役割 を演 じて い る可能性が 示 唆
さ れ て い る ．
H B V と類似 した ゲ ノ ム 構造 を も つ へ パ ド ナ ウイ ル
ス の 中で ， W H V は最も発癌性が強い こ とが 知 られ て
い る ． ウ ッ ド チ ャ ッ ク に は W E V が高率 に 持続感染
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し， W H V陽性 の ウ ッ ドチ ャ ッ ク で は， 高率に 肝細胞
癌 の 発生が認 め られ ， し か も ， 肝硬変 とい う病態 を経
ず， 感染後 2 句 3年と い う 比 較的短期間 に 肝細胞痛が
発生す る71． こ れ ら の 点か ら， ウ ッ ドチ ャ ッ クと W H V
は， H B V関連 ヒ ト肝細胞癌の発生機序解明 に 格好 の
実験モ デ ル と考 えられ て い る． ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝細胞
痛 の発生に つ い て は， 肝細胞癌 の D N A中に W HV の
















直接的 な機序で あ る可能性が示 唆さ れ て い るが ， 全て
の 例 で W HV の組み込 みが 認め ら れ る わ け で は なく，
他の 要因の関与も否定 で き ない ．
さ て ， H B V DNA の 組 み込 み が 発癌 に どの よ う に
関係 して い る の か に つ い て は， 現在次の，よう な可 能性
が推測さ れ る． す なわ ち， 1う H B Vが ラ ウ ス 肉腰 ウイ
ル ス の よう に ウイ ル ス 発癌遺伝子 くv － O n Cうを有 し， 組
み込 まれ た 肝細胞内に お い て ， その v ．o rlCが 発現し，
t亜1 什 Il皿 IIIlllltllニ ー叶Il11I一 一川11l
17 1 8 X MI M 2
Fig．3． Distribution ofa uto radiogr aphic silv e rgr ain s o nthe G
－b anded160 m etapha s e
chr om os o m e spr e ads afterin situ hybridiz atio n with a W H V D N Apr obe－ Of 1227
silv e rgr ain s a ss o ciated with the chr o m o s o m e s， 110く9．0％la nd 1 41く 1．5％1 w e re
lo c ated o nthe chr o m o s o m e s6 a nd 8， reSpe Ctiv ely．
W o odchu ck 肝癌培責株染色体上 の W H V D N Aの 局在部位
細胞を癌化す る可能性， 21 H B V D N A が肝癌細胞の
D NA の 特定部位 に 組み 込 まれ る こ と に よ り， 近傍の
発癌遺伝子 くc．o n cl に Cis に 働い て， こ れ を直接活性
化し癌化 を引き起 こす 可 能性， 3I H B Vに は X 領域
な どその 機能の 明ら か で な い 領域が あ り， ま た組み込
まれ た H B V DN Aに は PreS か らS の 領域が 保存 さ
れて い る場合が 多い の で ， これ ら の 領域 に コ ー ドさ れ
て い る タ ン パ ク が増殖関連遺伝子 に tr a ns に 働 き． 癌
化を引き起 こす 可能性 くtr a ns－ aCting tr a n s c riptio n al
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a ctiv atio nl， 41 H B V D N Aの 組み 込 み に よ り染色
体異常を き た し， 発癌 を招来す る可能性 で あ る．
近年， マ ウス の 形 質細胞腰 や ヒ トの バ ー キ ッ トリ ン
パ 腫 な どで は ， 染色 体転座 に よ っ て 発癌遺伝子 くc－
O n Cl が活性化 され ， 癌化が起 こ る と い う可 能性1m 8Iが
報告され ， 痛と染色体異常 との 密接な関係が注目さ れ
て き て い る
．
以上 述 べ た発癌機構の可能性1Iへ 4ンの う ち， 癌と
染色体異常に つ い て 注目 して み る と， 肝細胞癌に お け
Table l． Distributio n of silv e rgr ain s orlW H 257 G E lOm etapha se chr o m os o m e s after
in sutu hydridiz atio n
Choromso m e s
％ of
haploid
ge n O m e
Nu mber ofsilv ergrain s P v alu es事 of





2．45 29 30．1 0．038
0．05ノ ー 0．01




2．12 36 26．1 3．79




3．27 28 40．1 3．65




2．12 18 26．1 2．49






45 12 30．1 10．85





．96 35 24 ．0 4．99





1．63 25 20．0 1．22




2． 12 46 26．1 15．25




1．14 18 14．0 1．12




1 ．14 19 14．0 1．75




0．65 13 8．0 3 ．10




0．98 10 12．0 0 ．34
1 ．30 15 16．0 0 ．05 7
14 5．88 76 72．1 0．21
15 5．39 56 66．2 1 ．56
16 4 ．09 45 50．1 0．52
17 4．09 49 50．1 0．025




2．45 23 30． 1 1 ．66
5．07 28 62．1 18．76
Ml 5 ．23 37 64．2 11．50
M2 3．92 24 48．1 12．08
＋ P v alu e w as deter min ed fr o mthe i
2
v alu efor o n edegr e e of fr e edo rn
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る染色体異常お よび H BV D NA の組 み 込み に 関 して
い くつ か の 報告が な され て い る ． 固形癌 で は 染色体解
析 が技術的 に 困難である た め そ の 報告 は少な い が，
Roglerら
1 91に よ れ ば， 第 1 1 染色体 の 短腕 の
一 部
く11p13句 11p1 41が 欠失し， 同部 へ の H B V D N A の組
み 込みが 証明さ れ てい る ． さ ら に H in oら201に よれ ば，
H B V D N A が組み込 まれ た部位 で， 第 17染色体 と第
18染色体との 間に 転座 が示 さ れ て お り ， H B V D N A
の組 み込 み は染色体異常 をき た し， 肝細胞痛 の 発生 を
誘発 する 可能性が 示 唆され て い る．
ヒ ト肝細胞癌培養株 に つ い て は ， H BV D N Aの 組 み
込 み を認め る P L CIP R F15株 お よ び Hep 3B株 に つ
い て詳細 な検討が行 わ れ て い る ． P L CIP R F15株 で
は， 第 1染色体の部分的ペ ン タ ソ ミ ー ， 第2 ， 6， 9，
10， 11， 17q， 22染色体の トリソ ミ ー ， 第 15染色体の
テ ト ラ ソ ミ ー ， Y 染色体の欠失が認め られ ， こ れ らの
変化 は継代を経て も きわ め て 安定 して い る2い． Eep3 B
株に お い て も ， ほぼ 同様の 染色体異常 が認 め られ て い
る2 21． さ ら に 玩L 扇ね ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ
り， P L CIP R F15株 で は， 15q22－15q23， 11q22お よ び
18q12 の 3箇所に H B V D N A の組 み込 み が証明さ れ ，
15q の複製が 肝細胞の トラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン と関
野




7株 で は， 12q13－12q14 に H BV の 組み 込 み が 証明 さ
れ ， H B V D N Aの 組 み込 み に よ り， 成長制御遺伝子の
異常発現 や肝細胞の トラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン が起こ
る可能性が 示唆 され て い る241． こ の よう に ， ヒ ト肝細胞
癌培養株 で は， 染色体異常 と HB V D N Aの 染色体上
の 組み 込 み部位 が明 ら か に さ れ て い るが ， H B Vの 組
み込 み は， 染色体異常と そ の 近傍の 部位 に お い ての み
認 め られ る と は 限ら ない ．
一 方 ， ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝細胞癌 に お い て は， 固形痛
の 染色体解析は技術的に 困難な点が多く ， ま だ報告は
な さ れ て い な い が ， M 6 沌y ら
2 51に よ れ ば ， ウ ッ ド
チ ャ ッ ク 肝細胞癌 に お い て c－ m yC 遺伝 子 の 再編成と
発現が 示 さ れ， W H V D N Aの 組み 込 み に よ り， C－ myC
遺伝子 が 活性化 され る可能性 が示 唆さ れ て い る．
これ に 対 し， ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝細胞癌由来培養細胞
株 くW H 257GE lOl で は， M ats u shita ら91に よ り染色
体異常 の存在が明ら か に され て い る． す な わ ち， 第5
染色体 く1本う， 第 13染色体 く1対うお よ び Y の 欠失
と， 2本の マ ー カ ー 染色体 くM．， M2う の 出現 で ある．
さ ら に M l の 長腕部 に 付着 した 染色体断片は第13染
色体 に 類似 して お り， 第 13染色体の 1本 が転座し た可
Fig．4． Distribution of auto radiogr aphic silv e rgr ain s o nthe chr o m o s om e s6 a nd 8afte rin sit
u
hybridiz ation with a W H V D N Apr obe． O f llOgr ain s， 55く50－0％J w e r e c o n c e ntr ated within the
6q33， a nd of 141grain s， 71く50．4％l w er e c o n c entrated within the 8q31．
W o odchu ck 肝癌培養株染色体上 の W HV DN Aの 局在部位
能性が推測さ れ てし－る ． こ の 知 見か ら ， ウ ッ ド チ ャ ッ
ク 肝細胞癌発生 に 染色体異常が関与し て い る 可能性が
推測さ れ る が， W H V D N Aの 組み 込 み と染色体異常
との 関係に つ い て は明 ら か で は な い ． 今回 著者は， こ
の 課題 へ の 接近 と して， W H 257 G ElOに お け る W H V
D N Aの 染色体上 の 組 み 込 み 部位に つ い て ， 玩 ぷ物 ハ
イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 法を用 い て解析 した．
ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝細胞癌 D N Aへ の W H V D N Aの
組み込 み に つ い て は，Snyde rら
26Iに よ っ て 初 めて 報告
さ れ， 肝細胞癌の 発生 と W H V D N A との 密接な 関係
が示唆され て い る ． 今回 ， 著者は， W H 257 G ElOに お
い て， 第6 染色体長腕部 3．3領域 く6q33うお よ び第 8染
色体長腕部3－1領域 はq311の 2箇所 に W H VDN A
が組み 込 まれ て い る こ と を 明 ら か に し た． さ ら に ，
W H VD N Aの 染色体上 の 組み込 み 部位 は解析され た
継代期間を 通 し て 一 定 で あ っ た こ と か ら， W H VDN A
の 組み 込 み が肝細胞癌 の 発生 に 関与 し， 組み 込 ま れた
W H VD N A が癌細胞 と し て の 性質の 維持 に 何ら か の
役割を果 たし て い る可能性が推測 され た ．
W H 257 G E lO に おけ る W H V D NA の 組 み込 み と
染色体異常 との 直接の 関連性 に つ い て は， W H V D N A
の組み 込 み 部位と染色体異常の 認め られ る 部位と が 一
致し て い な い こ と か ら， 現在の と こ ろ言及す る こ と は
困難で あ る が， 次の よう な 可能性が推測さ れ る． す な
わち， 1I W H V D N A が 発癌遺伝子 くc－O n Cl の 近傍
に組 み 込 ま れ る こ と に よ り ， C－ O n Cの 再編成お よび 活
性化が起 こ り， 発癌さ ら に 染色体 D N Aの 再編成 く染
色体異常1 を引 き起 こ す可 能性， 2 1 W H V D N Aの
組み 込 み が 宿主 の DNA 組替 え をは じめと す る遺伝子
再編成 を引き起 こ し， 染色体異常をき た す こ とに よ り，
癌化を招来す る 可能性， 31 W H V D N Aの 組み込 み
によ り， 宿主 D N A を含めた ウ イ ル ス D N Aに 複稚 な
再編成が生 じ271， 染色体異 常を引き起 こ す 可 能性 な ど
で ある
．
現 時点 で は， い ずれ の 可能性 をも積極的に 支持す る
実験 事実は な い ． これ まで の 報告か ら， ウ ッ ド チ ャ ッ
ク 肝細胞癌 の 発癌機構 を推測 す る と ， ま ず 第一－ヘリ一 に
W H VD N Aの 組み 込 み が 必須 で あ り， W H V D N Aの
組み 込 み に よ り， 何ら か の 過程 を経て 染色体異常 をき
たし， 発 癌に 至 るも の と考 えられ る ．
染色体異 常が 肝細胞癌 発 生 の 原 因 か 否 か に つ い て
は， 現時点で は不明 で あ る． も し W H V D N Aの 組み
込み が必 須 で あ ると して も， 染色体異常 が癌細胞 と し
ての 性質の 維持 に 必 須 で ある 可能性は ， 否定す る こ と
はで き な い
．
こ の 意味 で ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝細胞癌 の 発
生に は， W H V D N Aの 組 み込 み に よ る初期過程 く
胞の im mortaliz ationlと， そ れ に 続く， 染色体異常 に
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よ る腫瘍性の 獲得と い う段階を仮定する こ とが で き る
の で はな い だ ろう か ．
今後， ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝細胞癌の 発生機構 を研究 す
るひ と つ の ア プ ロ ー チ と して， W H V D N Aの 組 み込
み と 染色体 異常 と の 関係 を明 ら か に す る た め に は，
W H 257G E lO染色体 D N Aに お ける 各種発癌遺伝子
の 局在部位の 解析が必 要と され る． さ しあた り， W H V
D N A組 み込 み 部位 の 近傍に ， どの よ う な発癌遺伝子
が存在 し発現 して い るの か を明ら か に した い ． 特 に ，
ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝細胞癌 に お い て ， 培養系 を介さ な い
原発肝細胞癌 の 解析は急務で あり ， こ の系 に お い て染
色体異常や W H V DN Aの 組み 込 み 部位が判明す れ
ば， W H V D N Aの 組 み込 み と染色体異常 およ び発癌
との 関係が さ ら に 明ら か に な るも の と期待 され る．
結 論
ウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝細胞癌由来培養細胞株 くW H 257
GElOl に お い て ， W H V D N A が組み込 ま れて い る染
色体部位 をオ乃 Sブナぴ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン法 に よ り
解析 した．
まず， 個々 の 染色体 の G－ バ ン ドパ タ ー ン に つ い て ，
そ の 領域 およ び亜領域を決定 した．
玩卜 正如 ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ る解析 の 結
果， W 王1257GEl O で は， 第 6染色体長腕部3－3領域
く6q33っ と第 8染色体長腕郡 3－1領域 く8q31う の 2箇所
に W H V D N A の組 み込 みが 認め られ， こ れ ら の 組み
込 み部位は， 解析され た継代期間を通して 一 定 で あ っ
た
．
こ れ ら の 知見か ら， W H V D N A の組み込 みが 肝
細胞癌の 発生 に 関与 し， 組 み込 ま れた W HV D N A が
癌細胞と して の 性質の 維持に 何ら か の 役割 を果た して
い る可能性 が推測さ れた ．
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A bstr a ct
T he e vide n c ethathu man hepatitis B vir usくH BVJD N A is 丘eque ntlyintegra ted int ohostD N A
in hepato c ellular c a r cinom a sくH C CIsug gests thatH B V D N Am ay play a n es s ential role in the
ge n e r ation of H C C． W o odchuck hepatitis vir us くW H Vl， Which contains age nomic str u ctu re
simila rt oH B V，isthe m ost onc oge nic a monghepadnaviru se s． T hus W H Va nd w o odchucks ha ve
be e n r egarded a s on e ofthe m o st suitable expe rim e nt al m odel syste ms fbr u nderstanding the
onc oge nic m e chanis m of vir a11y induc ed H C C－ In a w o odchu ck hepat o c ellular c a r cin o ma
－
de rived c e111ineくW H 25 7 G E 10J， the chr o m os om al abnor m alit e s were reported pr e viouslyく36，
X
， 一5， － 1 3， －1 3， － Y ， ＋ Ml ， ＋ M2J． In this study， the chro mosom al site s of W H V D N A
integr ation w e r ei de nti Ged in W H 2 57 G E 10 by a nin situ hybridiz ation techniqu e－
3H －1abelled
W H V D N Aw as asslgn ed to the G
－ba nded diagr am which was deter mined fbrthe 丘rst tim ein the
wo odchu ck chro mo s om es． W H V D N Aw a sintegr atedint o tw o sites三 3 3r eglOn Ofthelong ar m
ofchrom o s om e6く6q33Jand 31 region ofthelo ng a r m ofchrom o s om e8く8q3り． C hro m o so m al
sites of W H V D N A integratio n w e rest able duringthepass age pe riods an alyz ed－ T hes efindings
sugge st that W H V D N A integr ation int o the chr o m o somes of W H 2 57 G
E1 0 might be clo sely
ass ociated with the pathoge n esi ofa woodchu ck hepato c ellular c arcin o m a， and thatintegrated
W H V D NA might play s o m e role in the m ainte nan c eofthe cha racteristics a s cance r c e
lls．
